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SUMMARY
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[VADAS

Siuo metu viena i§ svarbiy biotechnologijos kryp&iy yra fermenty panaudojimas organinéje
sintez¢je. Labai perspektyviis organinéje sintezé¢je yra oksidaziy klasés fermentai, pavyzdziui,
alkoholoksidazés.

Alkoholoksidazé (AO) — tai didelés molekulinés masés (~675 kDa) homooktamerinis
flavoproteinas, susidedantis i§ aStuoniy ~80 kDa identiSky subvienety. Alkoholoksidazé yra svarbus
metilotrofiniy mieliy metabolizmo fermentas. Augant mieléms metanolio terpéje, AO tampa
pagrindiniu pagal kieki lastelés baltymu. Metilotrofinés mielés iSsiskiria i$ kity mieliy Seimy tuo,
kad augdamos kaip anglies Saltini gali naudoti organinius junginius, turin¢ius savo sudétyje viena
anglies atoma, pvz., metanoli. Alkoholoksidaz¢ katalizuoja pirminiy alkoholiy oksidacija iki

aldehidy, panaudodami molekulini deguoni:

R-CH,0H + O, —AOQ _ RcHO+ H,0,

Alkoholoksidazés geriausiai oksiduoja metanolj, blogiau etanoli ir dar silpniau
aukStesniuosius alkoholius. Siam darbui buvo pasirinkta mieliy Pichia pastoris kultira,
produkuojanti ypac plataus specifiSkumo alkoholoksidazg.

Pries kelerius metus VU Chemijos fakulteto Polimery chemijos katedroje,
bendradarbiaujant su Biotechnologijos institutu ir VU Gamtos moksly fakultetu, buvo pradéta tirti
alkoholoksidazé 1§ metilotrofiniu mieliu Pichia pastoris. Tyrimy tikslas buvo nustatyti galimybes
panaudoti §j fermenta organinéje sintezéje aldehidams gauti i§ atitinkamy alkoholiy. Sis magistro
darbas yra anksCiau paminéty tyrimy tgsinys. Darbo tikslas buvo sukurti AO gryninimo schema,
iStirti pagrindines natyvaus ir imobilizuoto fermento savybes.

Pagrindin¢ eksperimentinio darbo dalis buvo atlikta Biotechnologijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje. Pradiniai mieliy Pichia pastoris auginimo
bandymai buvo atlikti VU Gamtos moksly fakulteto Augaly fiziologijos ir mikrobiologijos

katedroje. AO imobilizacija atlikta VU Chemijos fakulteto Polimery chemijos katedroje.
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1. Analitiné dalis

1.1 Metilotrofinés mielés

Mielés — eukariotiniai mikroorganizmai, kurie dauginasi vegetatyviniu bidu:
pumpuravimosi ir dalijimosi. Jie giminingi pelésiams ir mikrogrybams [31].

Gamtoje mieliy jvairové labai didelé. Siuo metu yra aprasyta apie 700 jy rasiy. Jos yra
chemoorganotrofai, kuriy augimui reikalinga anglis yra organinés formos (pvz., organinés ir
riebiosios riigStys, angliavandeniai, polioliai, ivairlis heterocikliniai ir polimeriniai junginiai,
alifatiniai alkoholiai). Mielés randamos augaluose, gyviinuose (keletas nepatogeniniy mieliy yra
susijusios su virSkinimo traktu, taCiau yra ir kenksmingy). Juy aptinkama vandenyje (kai kurios
mieliy rasys randamos esant temperatiirai nuo - 3 iki + 13°C, 35 % druskingumui, 4000 metry
gylyje)., dirvoZemyje, atmosferoje (vir§ dirvoZemio pavirsiaus) ir net tokiose ekstremaliose vietose
kaip Antarktida. Mielés placiai naudojamos maisto pramoné¢je (pvz., kepimui, alaus pramongje,
etanolio gamyboje), medicininiams tyrimams (pvz., vézio, AIDS vaisty metabolizmo, ivairiy
genetiniy ligy tyrimui), vaisty pramonéje (pvz., ivairiy vakciny, hormony gamybai) ir kt. [27].

Metilotrofinés mielés iSsiskiria i$ kity mieliy Seimu tuo, kad augimui kaip anglies Saltini
gali naudoti organinius junginius, turin¢ius savo sudétyje viena anglies atoma, pvz., metanolj.
Metilotrofiniy mieliy gentys: Pichia, Candida, Hansenula, Torulopsis (ankstesnis pavadinimas

Kloeckera), Ascomycetous, Asporogenous [3].

1.2 Metilotrofiniy mieliy metabolizmas

Metilotrofiniy mieliy, auginamy metanolingje terpéje, lastelése gaminasi didelis kiekis
fermento alkoholoksidazés (AO). Mielése Pichia ir Candida AO subvienetai yra sintetinami
citozolyje, po to ivedami i peroksisomas. Peroksisomose subvienetai susijungia i aktyvuy
homooktamera. Kai organelése yra didelé oktamerinés AO koncentracija, fermentas gali suformuoti
intarpinius kiinelius. Mielése Hansenula aktyvi AO oktameriné forma susidaro citozolyje, o ne

peroksisomose [26].
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Alkoholoksidazé katalizuoja pradini metanolio metabolizmo etapa mielése: metanolis
oksiduojamas iki formaldehido ir vandenilio peroksido. Metanolio metabolizmas vyksta pagal ta

pacia schema (1 pav.) visose metilotrofinése mielése.

Vyksta peroksisomose Vyksta citozolyje
GSH 4
1 HCOOH—— CO,

HCHO —— — -
CH:;OI-I/—\‘> HCHO GS-CH,0H 73T: m

NADH
FAD  FADH, NAD NADH  NAD

>.<

H,0, 0,

2

H,0 + 1120,

1 pav. Metanolio oksidacija mielése schema:
1 — alkoholoksidaze, 2 — katalaze, 3 — formaldehidodehidodhidrogenaze, 4 —
formatdehidrogenazé¢, GSH — redukuotas glutationas [5]

D¢l vandenilio peroksido toksiSkumo pradinés stadijos vyksta specialiose organélese —
peroksisomose [3]. Peroksisomos — plonasluoksne membrana atskirtos organelés, turin¢ios katalaze
ir viena ar kelias vandenilio peroksida gaminanéias oksidazes. Siy organeliy skaidius, dydis ir
baltymy kiekis jose gali biti labai ivairus, tai priklauso nuo mieliy augimo salygy, nes kai kurie
fermentai, dalyvaujantys anglies ir azoto Saltiniy metabolizme, kaupiasi Siose organelése.
Peroksisomy dauginimasis vyksta metilotrofinése mielése gliukozg¢ pakeitus | metanolj kaip anglies
ir energijos $altinj. Siose salygose peroksisomos gali uzimti iki 80 % citozolio tiirio [5]. Be AO dar
yra ir kity fermenty, dalyvaujan¢iy metanolio metabolizme: katalazé, dihidroksiacetono sintazé,

formaldehidodehidrogenaze, S-formilglutationo hidrolaze, formatdehidrogenazé [5].

1.3 Alkoholoksidaziy gryninimas

Alkoholoksidaziy, i$skirty i§ jvairiy mieliy riiSiy, gryninimo schemos pateiktos 1 lentel¢je.
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1 lentelé. AO gryninimo schemos

Etapo Literatiira
Nr. [2] [14] [23] [11]
1. Mieliy lasteliy suardymas
Nusodinimas Nusodinimas
Nusodinimas amonio _ Veikimas ) .
2. amonio sulfatu (50 amonio sulfatu iki
sulfatu iki 40 % polietileniminu
~ 80 %) 40 %

Nusodinimas
Nusodinimas amonio
3. DEAE-Celiuliozé DEAE-Sefarozé amonio sulfatu iki
sulfatu iki 60 % 60 %

(o

ISsodinimas amonio
4. DEAE-Sefadeks DEAE-Toyopearl DEAE-Celiuliozé
sulfatu (50 ~ 60 %)

Filtracija per Ultrgel
5. SefadeksG-200 Sefakrilas-S300
ACA 34 kolonéle -

6. - Kristalizacija -

1.4 Alkoholoksidaziy sudétis ir savybés

1.4.1 Alkoholoksidaziy molekulinés masés ir ketvirtiné struktiara
Alkoholoksidaziy, iSskirty i§ skirtingy mieliy rasiy, molekuliné masé skiriasi (2 lentel¢).
Subvienety skaiCius iSlieka tas pats — 8. Vienos rusies mieliy AO subvienetai tarpusavyje identiski.

Subvieneto prostetiné grupé¢ — FAD (flavinadenindinukleotidas).

2 lentelé. Alkoholoksidaziuy (AO) molekulinés masés

Pichia pastoris [2] Hansenula polymorpha [15] | Candida boidinii [21)
AO  molekuliné
675 670 600

masé, kDa
Subvienety

. 8 8 8
skaicius
Subvieneto
molekuliné maseé, 80 83 74
kDa
Prostetiné grupé FAD FAD FAD
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Veikiant AO 1§ Hansenula polymorpha lasteles cianidu, kofaktorius FAD disocijuoja i$
fermento, bet AO oktameras nedisocijuoja i subvienetus [28]. IS AO (Candida boidinii) FAD
galima pasalinti Sildant 2 min. arba pridéjus 0,1 % natrio dodecilsulfato.Tai irodo, kad FAD néra
kovalentiskai sujungtas su fermento baltymu [21].

Laikant 80 % glicerolyje, AO inaktyvuojasi, nes oktomeriné AO forma disocijuoja i
subvienetus, kurie iSlaiko FAD, bet neturi katalitinio aktyvumo. Inaktyvuotos AO tirpalo 80 %
glicerolyje skiedimas fosfatiniu buferiniu tirpalu reaktyvuoja AO. Reaktyvavimas, laikant lede,

buvo efektyvesnis nei kambario temperatiiroje [26].

1.4.2 Alkoholoksidaziy aminoriigS¢iy sudétis

3 lentelé. AO aminoruigsciy sudétis

Aminoriigstis Pichia pastoris Hansenula polymorpha Torulopsis
Lys 41 39 44
His 23 21 19
Arg 35 39 38

Asx* 88 106 94
Thr 43 50 43
Ser 41 56 53

Glx ** 63 64 73
Pro 46 50 47
Gly 69 64 66
Ala 48 41 48
Val 40 35 29
Met 17 12 13
Ile 37 29 24
Leu 60 52 48
Tyr 33 31 38
Phe 30 36 32
12 Cys 11 15 13
Trp 8 11 17

*- Asx = Asn + Asp; ** - Glx = Glu + Gln
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AO i8 Pichia pastoris, Hansenula polymorpha ir Torulopsis aminoriigs¢iy sudétis ir ju
kiekis subvienete yra pateikta 3 lenteléje. Dideliy skirtumy tarp ju néra. Alkoholoksidazeje 1S Pichia
pastoris kiek didesnis hidrofobiniy aminorugsciy kiekis, ypa¢ metionino [2].

Buvo nustatyta, kad visose AO N galin¢ aminortigstis yra alaninas. Automatiniu
sekvenavimu, panaudojant Edmano degradacija, rasta N galo aminortigsciy seka: Ala-Ile-Pro-Glu-
Asp-lle-Leu-Val-Leu-Gly- [2]. Hansenula polymorpha fermento C galo aminortigsciy seka: -Val-
Thr-Ala-Phe. Fermento 1§ Hansenula polymorpha ir Torulopsis aminortigs¢iy sudétis panasi, tik

vienas pagrindinis skirtumas yra triptofano kiekis [15].

A0x]1 MAIPEEFDILVLGGGIZGEC IAGRLANLDHILEVGLIEAGENNLNNPINWY LEGIYPENHE 60
A0RE MAIPEEFDILVLGGGIZGEC IAGRLANLDHILEVGLIEAGENNLNNPINY LEGIT PENHE 60
T S T e T
AQ0X]l LDSETARFYTENPIPHLNGREATVE CANVL GGGES INFIMYTREGS ASDYDDFQAE GIIETE 120
A0x2 LDSETASFTTENPSPHLNGRRATIVE CANILGGGSS INFITIYTREGS ASDYDDFEAE GUIETE 120
T T N T A T AT AT AT ST A A AT T AN X AATT T
A0x]1 DLLPLMEKTETYQRACHNPD IHGFE GPIEY 3FGHY TYPVCOADFLEASESQGIPYYDDLED 180
AQ0XZ DLLPLMEETETY(QRACNNPE THGFE GPIEV3FGHNYTYPVCQDFLEATESQGIPYVYDDLED 150
R e e e PR R
A0x1 LVTAHGAEHWLEWINEDTGREZDSAHAFYHITMENHDNLY LICNTEVDEI IVEDGELAAY 240
A0xE  LVTAHGAEHWNLEWINEDTGRESDSAHAFYHITMENHDNLY LICNTEVDEI IVEDGRLAAY 240
T e T T T R T e S T T
40%1 RTVPIEPLNPEEPRIHEIVEAREQIVLAECGTIZSPLVLORSGFGDP IKLEAAGYVER LVNLE 300
4072 RTVPIEPLNAKKPTHEVYEARTOIVLACGTIZSPLVLORSGFGDE IKLEAAGYVER LVNLE 300
EREE TN ANT K AN AN AT A AT T A AN AT TS AN AT A A AT T AAAARANNT N
A0x]l GVGENFODHYCFFIPYRIEPQYESFDDFVRGDAEI QERVFDOWYANGTGP LATHGIEAGY 360
A0RE  GVGENFODHYCFFIPYRIEPQYESFDDFVRGDANI QEFEVFDOWYANGTGP LATHGIEAGY 360
T N R T T R e TR
40¥1 KIRPTPEELSQMDESFOEGYREYFEDEPDEPVMHY SITAGFFGDHTEIPP GEYHTHFHFL 420
40XZ KIRFTPEELSQMDESFOEGYREYFEDEPDEPVIMHY SITAGFFGDHTEIPP GETHTHMFHFL 4Z0
R T e T e e E e TR e T e
A0x]1 EYPFERGARIHITSPDPYVAAPDFDPGFMNDERDMAP MYWAYFFKERE TARRMDHFAGEVWTSH 450
A0xe EYPFIRGARIHITIPDEPYATPDFDPGFMNDERDMAR MYIWSYERSRE TARFMDHFAGEVWTSH 450
R e T T T LR e TR
A0x]1 HPLFPYEREARALEMDLETIHAYGGPLNLIAGLAHGEWTO PLERF TAKNE GHVTSNOVEL 540
A0xE HPLFPYEREARAYEMDLETIHAYGGPLNLTAGLAHGEWTO PLEKF AGRNE GHVTSNOVEL 540
EEEFFHATEEN S G AAAFF G ATER AT I T g TRFFFAETTFFFAGT g s v A TERAATE
A0x]1 HPFDIEYDEEDDKAIENYIREHTETTWHCLGTCSIGPREGSEEIVEWNGGYLDHRESNYYGVEG 600
A0x2 HPFDIEYDEEDDKAIENYIREHTETTWHCLGTCSIGPREGSEEIVEWNGGYLDHRESNYYGVEG 600
T e T T T R T e S T T
A0x]l LEVGDLEVCPDNVGCHNTYTTALLIGEETATLVGED LGYIGEALDMTYPOFELGTYEETGL 660
AQ0XZ  LEVWGDLEVCPDNVGCNTYTTALLIGEETATLVGED LGVTGEALDMTYRQFELGTYEETGL 660
T T N T A A T T A AT AT T AN AT AAA T T AAAERANNT N
A0x1 ARF 663
A0XE ARF 663

TEE

2 pav. AOX1 ir AOX2 geny seky palyginys

Mieliy Pichia pastoris genoma sudaro du AO genai: AOX1 ir AOX2. Bet tik AOX1 genas
yra atsakingas uz didZiaja dali alkoholoksidazés aktyvumo lasteléje [3]. Sekvenavimo analizes
parodé, kad kiekvienas genas koduoja panaSius baltymus i§ 663 aminorigiéiy. Siy baltymy

aminortgsciy sekos turi 97 % homologija [16].
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Naudojantis ClustalW programa [8], sulyginti abu AO genai (2 pav.). Pateikti rezultatai

rodo, kad abu genai yra panaSis (identiSkumas yra 97 %, o panaSumas — 99 %).

Pateiktame palyginyje papildomi jrankiai surasti:

[TRIR

v konservuoti rajonai pazymeéti simboliais “*7, “:” ir ©.”;
v zalia spalva pazymétos polinés aminorugstys;

v mélyna — neigiamai jkrautos aminoragstys;

v raudona — hidrofobinés aminortigstys;

v rozine — teigiamai jkrautos aminortigstys.

1.4.3 FAD - AO prostetiné grupé

AO oksidacing funkcija atlieka kofaktorius flavinadenindinukleotidas (FAD).
Oksiduojantis alkoholiui, kofaktorius pereina | redukuota forma FADH,, kuri grizta { FAD

reaguodama su molekuliniu deguonimi (1 pav.).

Santykinis aktyvumas

Fluorencencijos intensyvumas

Glicerolio koncentracija, %

3 pav. Fermentinio aktyvumo (®)ir Trp fluorescencijos emisijos (M ) kitimai, inkubuojant
natyve AQO iS Pichia pastoris, turin¢ia FAD, 2 val. 37°C temperatiiroje skirtingomis glicerolio
koncentracijoms [1]

Fluorescenciniai tyrimai parodé, kad Trp (triptofanas) ir FAD yra tinkami Zymekliai AO
konformacijos ir oligomerinés biisenos tyrimams. Buvo nustatyta tiesioginé priklausomybe¢ tarp AO
oktamery ir Trp fluorescencingés iSeigos padidéjimo ir vidutiné fluorescencijos pus¢jimo trukme [1].
Remiantis aminoriigsciy seka, AO (Hansenula polymorpha) turi 9 Trp ir 31 Tyr liekanas, o

homologiné AO i§ Pichia pastoris turi 8 Trp ir 33 Tyr liekanas. Nustatyta, kad, didinant glicerolio
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koncentracija, didéja Trp fluorescencija, paraleliai mazéja AO aktyvumas. Abu procesai baigiasi,
kai glicerolio koncentracija pasiekia 60 % (3 pav.). Taigi egzistuoja tiesin¢ koreliacija tarp fermento
inaktyvacijos ir Trp fluorescencijos didéjimo. Autoriy nuomone, tai vyksta dél AO oktamery
disociacijos 1 subvienetus.Glicerolio koncentracija padidinus iki 80 % AO oktamerai disocijuoja {

subvienetus ir jvyksta drastiski pasikeitimai antrin¢je fermento struktiiroje [1].

1.4.4 Alkoholoksidaziy pI reikSmés

Alkoholoksidaziy, iSskirty i§ jvairiu mieliy risiy, izoelektriniy tasky reikSmeés pateiktos 4

lentel¢je.

4 lentelé. AO pl reikSmés

Mieliy riisis pl Literatiira
Candida methanosorbosa 4,3 [20]
Hansenula polymorpha 6,2 [2]
Hansenula polymorpha 6,1 [32]
Pichia pastoris 6,3 [2]

1.4.5 Alkoholoksidaziy aktyvumo pH optimumas

Alkoholoksidaziy, i$skirty i§ jvairiy mieliy riiSiy, pH optimumai pasislink¢ | Sarming pus¢
nuo pH 7,0 (5 lentel¢).

S lentelé. AO pH optimumai

Mieliy rusis AO pH optimumai | Literatiira
Pichia sp. 9,0 [18]
Hansenula polymorpha 8,5 [2]
Candida sp. 7.5 [14]
Pichia pastoris 7.5 [2]
Candida boidinii 7.5 [20]

AO i§ Hansenula polymorpha pH optimumas skirtingose gryninimo stadijose skirtingas:
paciose mieliy lastelése 8,5 [2], kai AO yra peroksisomy matricose — 6,0, o kai AO yra iSvalyta —

5,5 [25]. Nustatyti ir aktyvumo pH intervalai (6 lentele).
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6 lentelé. AO aktyvumo pH intervalai

Mieliy rasis pH intervalai Literatiira
Hansenula polymorpha 6,7-9,8 [2]
Pichia pastoris 6,5-8,3 [2]
Pichia sp. 6,0 -10,0 [18]

Dideli pH svyravimai i rigStyng ar Sarming pus¢ sukelia AO aktyvumo krityma.

1.4.6 Alkoholoksidaziy aktyvumo temperatiirinis optimumas

Nustatyti temperatiriniai optimumai svyruoja nuo 25 iki 45°C (7 lentel¢). Tai atspindi

gana 7ema AQO temperatiirini stabiluma. Daugumai fermenty temperatiiriniai optimumai

aukstesni.
7 lentelé. AO temperatiirinis optimumas
Mieliy risis Temperatiirinis optimumas, °C | Literatiira
Candida sp. 37,5 [21]
Pichia pastoris 37,0 [2]
Candida boidinii 30,0 [20]
Hansenula polymorpha 45,0 [2]
Candida methanosorbosa Nuo 25,0 iki 37,0 [24]

1.4.7 Alkoholoksidaziy pH stabilumas

Alkoholoksidaziy stabilumas labai priklauso nuo pH. Nustatyta, kad AO iS Pichia pastoris
stabiliausia, esant pH 7,0.Vir§ pH 9,0 fermentas inaktyvuojasi, rugStiniame pH jis taip pat néra
stabilus (4 pav.) [2]. AO 1S Candida boidinii stabili, esant pH 7,0 [20], Zemiau pH 6,5 aktyvumas
maz¢ja [4]. Kai pH 6,0 AO i§ Candida sp. stabili tik 45 min. [21]. AO i§ Hansenula polymorpha
stabiliausia, esant pH 8,0 (4 pav.) [2].
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Santykinis aktyvumas, %

100

60

408

20

pH

4 pav. AO pH stabilumas:

®—o - AOi§ Pichia pastoris, & o B AO i§ Hansenula

polymorpha 2]

1.4.8 Alkoholoksidaziy temperatiirinis stabilumas

Alkoholoksidaziy, i$skirty i$ jvairiy mieliy rusiy, temperatirinis stabilumas pateikta 8

lentel¢je. Stabiliausi AO 1S mieliy Hansenula polymorpha.

8 lentelé. AO temperatiirinis stabilumas

Mieliy rasis Temperatira, °C pH Komentarai Literattira
Candida sp. 60 7,5 Visa inaktyvacija po 10 min. [21]
Hansenula
45 7,5 1 val. stabili [25]
polymorpha
Pichia pastoris 38 7,5 50 % aktyvumo sumazéja po 10 min. [2]
Hansenula
38 1,5 50 % aktyvumo sumazéja po 10 min. [2]
polymorpha
Hansenula . .
50 7,4 50 % aktyvumo sumazéja po 10 min. [15]
polymorpha
Torulopsis 43 7,4 50 % aktyvumo sumazéja po 10 min. [15]
Hansenula
20 7,5 24 val. stabili [25]
polymorpha
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1.4.9 Alkoholoksidaziy laikymo salygos

Laikymo salygos, uztikrinanc¢ios AO bendraji stabiluma, pateiktos 9 lenteléje.

9 lentelé. AO laikymo salygos

Mieliy rasis Komentarai Literatiira
Candida boidinii -20°C, stabili [20]
Candida boidinii 0°C,pH 6,5-8.5 [4]

Hansenula polymorpha | Stabilizuoja sacharozé [25]
Pichia pastoris Liofilizacija [2]

1.5 Alkoholoksidaziy Michaelio konstanty reikSmés

Alkoholoksidazés yra gana létai veikiantys fermentai. Literatiiroje nurodytas specifinis

AO aktyvumas yra 2,8 — 23 U/mg baltymo (10 lentelé¢).

10 lentelé. AO specifinis aktyvumas
Mieliy riisis Specifinis aktyvumas, U/mg Literatiira
Hansenula polymorpha 23,2 [25]
Pichia pastoris 11,9 [2]
Candida boidinii 10,9 -4,5 [20], [9]
Pichia sp. 6.6 [18]
Candida sp. 2,8 [15]

11 lentelé. AO Ky reikSmeés (substratas — metanolis, [O;]= 0,25 mM)

Mieliy raisis Ky, mM Literatura
Candida boidinii 3,0 [10]
Pichia pastoris* 1.4 [5]
Pichia pastoris** 3,1 [5]

Pichia sp. 0,5 [2]
Torulopsis 0,44 [16]
Hansenula polymorpha 0,23 [16]

*- esant O, koncentracijai 0,19 mM

**. esant O, koncentracijai 0,93 mM
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Ky — Michaelio konstanta parodo fermento ir substrato gimininguma. Zinant Ky;, galima
numatyti, kaip vienomis ar kitomis salygomis funkcionuos fermentas, kaip parinkti optimalias
substraty koncentracijas [10]. AO i§ skirtingy mieliy risiy Ky reikSmés metanoliui pateiktos 11

lenteléje.

1.6 Alkoholoksidaziy substratinis specifiSkumas

Paprastai alkoholoksidazés gerai oksiduoja metanoli, blogiau etanoli ir labai silpnai
aukStesniuosius alkoholius iki aldehidy. Taciau kai kurios mieliy raSys gamina specifiSkesnes
alkoholoksidazes, katalizuojancias aukStesniyjy alkoholiu oksidacija. Pavyzdziui, AO iS Torulopsis
ir Hansenula polymorpha buvo aktyvios (12 lentel¢) metanolyje, etanolyje, 1-propanolyje, -
butanolyje, 2-propen-1-olyje, 2-buten-1-olyje, 2-chloretanolyje ir 2-brometanolyje, bet neaktyvios
alkoholiuose, turinciuose alkiling granding ilgesng nei Cs, antriniuose, tretiniuose ir aromatiniuose

alkoholiuose [15].

12 lentelé. AO iS Torulopsis ir Hansenula polymorpha substratinis specifiSkumas

Substratas Santykinis oksidacijos reakcijos greitis, %
Torulopsis Hansenula polymorpha

Metanolis 100 100
Etanolis 96,0 49,8
1-Propanolis 79,0 44,2
1-Butanolis 69,1 31,9
2-Propen-1-olis 89,3 49,2
2-Buten-1-olis 72,8 38.5
2-Chloretanolis 71,4 37,7

pH 7.4, 30° temperatiroje, substrato koncentracija 3,5 mM

Valyta AO 1§ Pichia sp. panaudota pirminiy alkoholiy (nuo C; iki Cg) oksidacijai

katalizuoti (13 lentel¢). Fermento aktyvumas maz¢ja, didéjant alkilinés grandinés ilgiui [18].

Buvo pastebéta, kad AO iS Hansenula polymorpha, Torulopsis ir Candida boidinii
katalizuoja formaldehido oksidacija, taciau aktyvumas yra 1/10, palyginti su metanoliu. AO i§
Pichia sp. taip pat katalizuoja formaldehido oksidacija (santykinis oksidacijos greitis — 15 %).
Formaldehido oksidacija priklauso nuo formaldehido hidratacijos (99 %) vandens tirpale [18].
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13 lentelé. AO iS Pichia sp. substratinis specifiSkumas

Substratas Santykinis oksidacijos reakcijos greitis, %
Metanolis 100
Etanolis 92

1-Propanolis 74
1-Butanolis 52
1-Pentanolis 30
1-Heksanolis 4
2-Chloretanolis 70
3-Chloro-1-propanolis 22
4-Chloro-1-butanolis 11
2-Merkaptoetanolis 25
2-Metoksietanolis 15
2-Metil-1-butanolis 22
Izobutanolis 2

pH 7,0, 30° temperatiiroje, substrato koncentracija 100 pmol

Tyrinéjant mieles Candida boidinii pastebéta, kad vykdant etanolio oksidacija ir maZinant
pH, reakcijos greitis Zymiai sumazéja, palyginti su metanolio oksidacija. Fermento aktyvumas
nepriklauso nuo fosfatinio buferinio tirpalo molinés koncentracijos intervalu 0,05-0,5 M [30].

Candida boidinii S2 atveju buvo tirtas substraty specifiSkumas AO-azido kompleksui (14 lentelée).

14 lentelé. Candida boidinii AO komplekso su azidu substratinis specifiSkumas

Substratas Santykinis oksidacijos reakcijos greitis, %
Metanolis 100
Etanolis 75
n-Propanolis 32
Alilo alkoholis 45
Formaldehidas 27
Acetaldehidas 5

pH 7.5, 30° temperatiiroje, substrato koncentracija 5 mM

Azidas suriStas greta AO katalitinio centro [22]. Be to, didelis kiekis azido alkoholoksidaz¢
veikia kaip inhibitorius [30].
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AOQ i8 Candida boidinii katalizuojamos alkoholiy oksidacijos greiciai parodyti 15 lentel¢je

[21].

15 lentelé. AO i§ Candida boidinii substratinis specifiSkumas

Substratas Santykinis oksidacijos reakcijos greitis, %
Metanolis 100
Etanolis 75
n-Propanolis 25
Izopopanolis 5
n-Amilo alkoholis 15
Alilo alkoholis 65

pH 7,0, 30° temperatiiroje, substrato koncentracija 5 mM
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2. EKSPERIMENTINE DALIS

2.1 MEDZIAGOS IR APARATURA

2.1.1 Medziagos

L-D-Gliukozé, SIGMA, Mr = 180,2; C¢H 204

Peptonas, MERCK

Agar — agaras, ROTH

YNB (Yeast Nitrogen Base) — mieliy ekstraktas be aminortig§¢iy ir amonio sulfato, AMRESCO
Amonio sulfatas, SIGMA, Mr = 132,13; (NH4),SOy4

Glicerolis, ROTH, Mr = 92,11; d*° =1,256-1,261 g/cm’, C3HgO;

Biotinas (vit. H), FLUKA, Mr = 244,32; C,o0H;cN.O3S

Metanolis, SIGMA, Mr = 32,04; d*° =0,79 g/cm’; CH;0H

Kalio §armas, MERCK, Mr = 56,11; KOH

Kalio dihidrofosfatas, MALLINCKROD, Mr = 136,13; KH,PO,

Mieliy ekstraktas, ROTH

Natrio Sarmas, MERCK, Mr = 40; NaOH

B - Merkaptoetanolis, FLUKA, Mr = 78,13; d** = 1,115 g/cm®; HSCH,CH,OH
Fenilmetilsulfonilfluoridas, SERVA, Mr = 174,2; C;H,FO,S

Etanolis 96%, PEAXUM, Mr = 46,07; C,HsOH

Fosforo riigtis 85%, FLUKA, Mr=98; d*° = 1,70 g/cm’; HsPO,

Natrio chloridas, PEAXHM, Mr =58,5; NaCl

Druskos riigstis, 37%, MERCK, Mr = 36,5; d*° = 1,185 g/cm’; HCI
Formaldehidas, 10,3%, Vilniaus Universiteto vaisting, Mr =30; d'® = 1,029 g/cm’; HCOH
Amonio acetatas, SIGMA, Mr = 77,08; CH;COONH,4

Acto riigitis,99,8%, PENTA, Mr = 60,05; d*° = 1,12 g/em’; CH;COOH
Acetilacetonas, MERCK, Mr = 100,12 ; d** = 0,97 g/cm’; CH;COCH,COCHj
DEAE (dietilaminoetil) — Sefarozé Fast Flow, PHARMACIA FINE CHEMICALS

Santykinés molekulinés masés standartai: Zinomos molekulinés masés baltymy intervalas 14,4 —
116 kDa, FERMENTAS

Boro rigstis, PEAXHWM, Mr = 61,83; H;BO;

1,3,5 — triakriloil — heksahidro — s — triazinas, susintetintas BTI ,Mr = 250; C5,H;503N3

Natrio tetraboratas, PEAXUM, Mr = 381,37; Na,B,O710H,O
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Karbamidas, FLUKA, Mr = 60,06; NH,CONH,

Poliuretaninis neSiklis, susintetintas VUCHF, Polimery chemijos katedroje

Modifikuotas chitozanas, susintetintas VUCHF, Polimery chemijos katedroje

Glutaro aldehidas (pentan-1,5-dialis), 25%, SERVA, Mr = 100,1g/mol; Tiyq = 329,5 K; d* =1062

kg/m?; CsHsO,

2.1.2 Aparatiira

Centrifuga “Beckman”

Centrifuga “Eppendorf”

Kompiuterinés programos: MS Word, MS Excel, MS Power Point, Origin 6.0, SigmaPlot 8.0,

Paint, Acrobat Reader.

Kompiuteris "Low Radiation"

Magnetiné maisyklé “MM-5"

Pastovios srovés elektroforezés Saltinis (0-500mA, 0-250 V)
pH-metras “MP220”

Skaneris “SHIMAZDU CS - 930”

Spausdintuvas "lp Laser Jet 2200"
Spektrofotometras “CdD-46

Svarstyklés “SARTORIUS N-2024 MP”

Vandens termostatas “JASCO TC-100”
Vertikalios elektroforezés aparatas “BIOMETRA”
Ultragarsinis dezintegratorius ,,Y3H-2T*
§aldym0 kamera +4°C ,,Cold-Box*

Peristaltinis siurblys ,,2120-Varioperpex

UV-monitorius bei dvikanalis savirastis ,,2210 Recorder*
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2.1.3 Tirpalai

2.1.3.1 Buferinis tirpalas A (1 M KH,POy, pH 6,0)
12,76 g KH,POy istirpinama 80 ml distiliuoto vandens. LaSinama 1 M KOH tirpalo, kol pH tampa

6,0. Tirpalas supilamas | 100 ml matavimo kolbutg ir skiedZiama distiliuotu vandeniu iki bruksnio.

2.1.3.2 Ardymo buferinis tirpalas ( 0,1 M KH,PO,, pH 8,0, 100 mM  — ME, 50 mM

NaCl, 1 mM PMSF)
13,61 g KH,PO, istirpinama 80 ml distiliuoto vandens. Lasinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa

8,0. Tirpalas supilamas ; 100 ml matavimo kolbutg ir skiedZiama distiliuotu vandeniu iki briksnio.

Pries naudojima jpilama § — ME (781 ul), 50 mM NaCl (0,29 g), | mM PMSF (1 ml 100 mM).

2.1.3.3 Buferinis tirpalas B (30 mM KH,PO,, pH 7,5, 5 mM  — ME)
4,08 g KH,POy, istirpinama 800 ml distiliuoto vandens. Lasinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa
7,5. Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo cilindrg ir skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000

ml. Prie§ naudojima ipilama 3 — ME (391 pnl).

2.1.3.4 Buferinis tirpalas C (30 mM KH,POy, pH 7,5)
4,08 g KH,POy, istirpinama 800 ml distiliuoto vandens. Lasinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa
7,5. Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo cilindra ir skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000
ml.

2.1.3.5 Buferinis tirpalas D (30 mM KH,POy, pH 6,5)
4,08 g KH,POy, istirpinama 800 ml distiliuoto vandens. Lasinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa
6,5. Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo cilindra ir skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000
ml.

2.1.3.6 Buferinis tirpalas E (30 mM KH,PO,, pH 6,0)

4,08 g KH,POy, istirpinama 800 ml distiliuoto vandens. Lasinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa
6,0. Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo cilindra ir skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000

ml.

2.1.3.7 Briton — Robson (universalusis) buferinis tirpalas
Gaminami 0,04 M acto, fosforo ir boro riigsties tirpalai, kurie po to sumaiSomi vienodais tirio
santykiais. Reikiamo pH (5+11) buferiniai tirpalai gaunami, pasigaminta riigs¢iy misinj titruojant 1

M NaOH [29].
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2.1.3.8 Buferinis tirpalas F (50 mM borato, pH 9,2, 3 M karbamidas)
1 L distiliuvoto vandens iStirpinama 19,07 g Na;B4O7;10H;0. Ir jame iStirpinama 180,18 g

karbamido.

2.1.3.9 Buferinis tirpalas G (0,1 M KH,PO,, pH 7,5)
13,61 g KH,PO, istirpinama 800 ml distiliuoto vandens. LaSinama 1 M NaOH tirpalo, kol pH tampa
7,5. Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo cilindrg ir skiedZiamas distiliuotu vandeniu iki 1000
ml.
2.1.3.10 Biotinas (0,00004%)
1 L distiliuoto vandens istirpinama 0,04 g biotino. Gauta tirpala reikia skiesti 1000 karty.

2.1.3.11 Substrato tirpalas (ST)

Gaminamas 3% (svorio %) metanolio tirpalas buferiniame tirpale.

2.1.3.12 Reagento tirpalas formaldehido nustatymui (RT)
I 250 ml talpos matavimo kolba dedama 37,5 g amonio acetato, 0,75 ml koncentruotos acto
rugsties, 0,5 ml acetilacetono. MedZiagos tirpinamos, praskiedziama distiliuotu vandeniu iki 250 ml

bendro turio [17].

2.1.4 Terpés

2.1.4.1 YEPD terpé
150 ml terpés gamybai imama 3 g gliukozeés, 3 g peptono, 1,5 g mieliy ekstrakto, 3 g agar — agaro
[19].

2.1.4.2 Buferinta minimali glicerolio terpé
300 ml terpés gamybai imama 30 ml buferinio tirpalo A (2.1.3.1 metodika), 0,4 g YNB, 3 g
glicerolio, 3 g (NH4),SO4, 1 ml biotino tirpalo (2.1.3.10 metodika). Gauta tirpala supilama i 2 L
ktiging kolba [19].

2.1.4.3 Buferinta minimali metanolio terpé
300 ml terpés gamybai imama 30 ml buferinio tirpalo A (2.1.3.1 metodika), 0,4 g YNB, 0,5 %
metanolio, 3 g (NH4),SO4, 1 ml biotino tirpalo (2.1.3.10 metodika). Gauta tirpala supilama i 2 L
ktiging kolba [19].
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2.2 TYRIMO METODAI

2.2.1 Mieliy Pichia pastoris auginimo metodika

Mieliy kultura Pichia pastoris “atgaivinama” pas¢jant YEPD terpéje (2.1.4.1 terpe¢) ant

Petri léksteliy, auginama 72 val. 30°C temperatiiroje.

Po 72 val. mielés perkeliamos 1 buferinta minimalia glicerolio terpe (2.1.4.2 terpé¢). Kulttira

auginama purtykléje 24 val. 30°C temperatiiroje. Po 24 val. mielés centrifuguojamos (4000

aps./min.), lastelés dekantuojamos ir suspenduojamos buferintoje minimalioje metanolio terp¢je

(2.1.4.3 terpé). Auginama purtykléje 48 val. 30°C temperatiiroje. Metanolio dedama po 0,5 % kas
12 val.. Lastelés po 48 val. nucentrifuguojamos, plaunamos steriliu vandeniu, kad biity pasalinti
terpiu likuciai, po to vél centrifuguojamos. Vandening terpé dekantuojama, lastelés uzsaldomos.
Kad nebiity uzkrétimo pasaliniais mikroorganizmais, visos terpés ir indai turi biiti sterilis,
tam jie sterilizuojami autoklavuose. UZs€jama steriliose salygose (per liepsna, mikrobiologiniame

bokse).

2.2.2 Fermento alkoholoksidazés (AO) iSskyrimas ir gryninimas

2.2.2.1 Mieliy Pichia pastoris lasteliy ardymo metodika

2.2.2.1.1 Nedidelio biomasés kiekio ardymas

1 g lasteliy biomasés uzpilama 4 ml ardymo buferinio tirpalo (2.1.3.2 tirpalas) ir 5 ml
stiklo rutuliuky (skersmuo 450 — 500 um). Ardoma maisSikliniu kratytuvu 0,5 min., po to 0,5 min.
Saldoma ledo vonioje. Operacijos trukmé 10 min. Tirpalas perkeliamas { centrifuginius
megintuvélius. Centrifuguojama Ependorfo tipo centrifuga 11000 aps./min. 10 min., temperatiira -

+4°C. Tirpalas atsargiai nupilamas ir naudojamas tyrimams.

2.2.2.1.2 Didesnio biomasés kiekio ardymas

6 g lasteliy biomasés uzpilama 30 ml ardymo buferinio tirpalo (2.1.3.2 tirpalas). Masé
homogenizuojama Poterio homogenizatoriumi iki vienalytiSkumo ir gauta suspensija 60 min.

maiSoma ant magnetinés maiSykles +4°C temperatiiroje. Homogenizuota lasteliy suspensija,
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pridéjus 40 ml stiklo rutuliuky (skersmuo 450-500 pum), ardoma ultragarsiniu dezintegratoriumi (22
kHz) Saldant ledo vonioje. Dezintegratoriumi ardoma 1 min., po to daroma 1 min. pertrauka, kad
tirpalas atveésty. Tokia procediira kartojama 15 karty. Gautas tirpalas nupilamas, stiklo rutuliukai
praplaunami nedideliu kiekiu ardymo buferiniu tirpalu ir sumaiSomas su tuo paciu tirpalu.
Susidariusios lasteliy membrany nuolauzos ir netirpiis baltymai atskiriami lizata centrifuguojant

19.000 aps/min. grei¢iu 35 min.
2.2.2.2 Pasaliniy baltymy nusodinimas amonio sulfatu

Pasaliniai baltymai nusodinami i pirmini baltymini ekstrakta pridedant amonio sulfato iki

galutinés koncentracijos 40 % . Reikalingas amonio sulfato kiekis apskai¢iuojamas pagal formulg:

. 0515-v-(C,-C,)
~ 1-0272-C,

1,

kur m — amonio sulfato mase, g,
V — pirminio ekstrakto turis, ml,
C, — pradiné amonio sulfato koncentracija (0 ), %

C, — galutiné amonio sulfato koncentracija ( 40 ),%

Druska pilama i pirmini baltymini ekstrakta maZomis porcijomis intensyviai maiSant.
Supylus visa druska, dar maiSoma ~ 60 min. ant magnetinés maiSyklés +4°C temperatiiroje, po to
centrifuguojama 19000 aps./min. 35 min. Centrifugatas dializuojamas prie§ buferini tirpala B

(2.1.3.3 tirpalas) +4°C temperatiiroje per nakti.

2.2.2.3 Jony mainy chromatografija

Jony mainy chromatografijoje naudojama kolonélé 1,6 * 20 c¢m, kuri yra uZpildyta DEAE —
Sefarozés sorbentu. Kai sudaroma koloné¢lés pusiausvyra buferiniu tirpalu B (2.1.3.3 tirpalas), kurio
greitis 80 ml/val., pasitelkus peristaltin; siurblj, jvedamas baltymas. Nesisorbavg baltymai iS
kolonélés iSplaunami praleidziant 10 koloné¢lés tiriy tuo paciu buferiniu tirpalu B. Sorbuotas
baltymas desorbuojamas linijiniu NaCl koncentracijos gradientu nuo 0 M iki 0,5 M. IS kolonélés
iSplaunami baltymai renkami { frakcijas. Gautos frakcijos analizuojamos baltymy elektoforezés
metodu, baltymo koncentracija nustatoma Bradfordo metodu ir nustatomas fermentinis aktyvumas.
Remiantis elektroforezés duomenimis, sujungiamos tos frakcijos, kuriose yra tikslinio baltymo.

Baltymas buvo pakankamai grynas, todél jis iSpilstomas ir laikomas -20°C tolesniems darbams.
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2.2.3 Baltymy analizé

Baltymy koncentracijos tirpaluose buvo nustatomos Bradfordo metodu, naudojant daza

Kumasi Briliantinis Mélynasis G-250 pagal metodika pateikta literattiroje [12].

Baltymy elektroforez¢ buvo atlieckama 12 % poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis
salygomis pagal Leammli metodika [12]. Molekuliniy masiy standartais buvo naudojamas Zinomos
molekulinés masés baltymy intervalas 116.000 — 14.400 kDa: B-galaktozidazé (116.000 kDa),
jaucio serumo albuminas (66.200 kDa), ovalbuminas (45.000 kDa), laktatdehidrogenaz¢ (35.000
kDa), restrikcijos endonukleazé Bsp 981 (25.000 kDa), B-laktoglobulinas (18.400 kDa), lizocimas
(14.400 kDa).

2.2.4 Alkoholoksidazés aktyvumo nustatymo metodika

2.2.4.1 Kalibracinio grafiko gavimas

Ruosiami 0,1 — 0,5 pmol/ml koncentracijy formaldehido tirpalai, analizei imama po 0,5 ml
kiekvienos koncentracijos formaldehido tirpalo ir 3 ml reagento tirpalo formaldehido nustatymui
(2.1.3.12 tirpalas). Mégintuvéliai laikomi termostate 40 min. 37°C temperatiiroje. Spektofotometru
matuojama absorbcija, kai bangos ilgis A = 412 nm. | kontrolini miSini vietoje formaldehido
dedama 0,5 ml buferinio tirpalo. ISmatavus Zinomos koncentracijos formaldehido tirpaly sugeérti,
bréziamas optinio tankio priklausomybés nuo formaldehido koncentracijos grafikas. Gaunama
tieses lygtis y = ax, kur y — tirpalo optinis tankis, x — formaldehido koncentracija (umol/ml), a —
koeficientas (polinkio kampo tangentas). Pagal Sia lygti apskai¢iuojama formaldehido koncentracija

tirpale.

2.2.4.2 Fermento aktyvumo nustatymas

Fermento aktyvumas nustatomas i mégintuvéelius ipylus po 0,5 ml fermento tirpalo ir 1,5
ml substrato tirpalo (2.1.3.11 tirpalas). [ kontrolinj tirpala vietoje fermento dedama 0,5 ml buferinio
tirpalo. Meégintuvéeliai laikomi termostate 15 min., 30°C temperatiiroje. Reakcija stabdoma,

pridedant 140 ul 4 N HCI. Susidargs formaldehido kiekis nustatomas pagal 2.2.4.1 metodika.
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Fermento aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris nurodytose salygose (30 °C, 15
min.) oksiduoja 1 umol substrato (metanolio) i formaldehida per 1 minutg.
Specifinis aktyvumas — tai fermento aktyvumo vienety skaiCius viename mg baltymo

(U/mg).

cpVy

Specifinis aktyvumas = ————,
t-cyV,

Kur cf — susidariusio formaldehido koncentracija, pmol/ml;
V3 —reakcijos bendras tiiris, ml;
t— reakcijos trukmé, min.;
cg — baltymo koncentracija, mg/ml;

V; — reakcijai paimto fermento tiris, ml.
2.2.5 pH optimumo nustatymas
AO pH optimumas nustatomas universaliajame buferiniame tirpale (2.1.3.7 tirpalas).
Fermentinis aktyvumas matuojamas jprastomis salygomis (2.2.4.2 metodika), tik ¢ia naudojami
substrato paruoSimui skirtingy pH (5+11) reikSmiy buferiniai tirpalai.
2.2.6 pH stabilumo nustatymas
AO pH stabilumas nustatomas pH privedant iki reikiamos reikSmés (5+11). MiSinys
laikomas kambario temperatiiroje 30 min. ir matuojamas aktyvumas pagal 2.2.4.2 metodika, kai ST
— buferinis tirpalas G (2.1.3.9 tirpalas).

2.2.7 Temperatiirinio optimumo nustatymas

AO fermentinis aktyvumas matuojamas jprastomis salygomis (2.2.4.2 metodika), tik vietoje

standartinés 30°C temperatiiros, aktyvumas nustatomas 23-70°C temperatiry intervale, kas 10°C.

2.2.8 Temperatiirinio stabilumo nustatymas
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AO fermentinis aktyvumas matuojamas jprastomis salygomis (2.2.4.2 metodika), tik prie$

reakcija fermento tirpalas 30 min. termostatuojamas pasirinktoje temperatiiroje (23 +70°C).

2.2.9 Oligomerinés struktiiros tyrimas

0,014 mM baltymas buferiniame tirpale F (2.1.3.8 tirpalas) inkubuojamas 5 min., 30°C,
tuomet ipilama TAT tirpalo iki 1,5 mM koncentracijos. Reakcijos miSinys inkubuojamas 30°C, ir
meéginiai analizei imami po 0.5, 5, 15, 30, 60, 120 ir 180 min. Reakcija stabdoma, pariigStinant
pavyzdzius iki pH 5,0 5 % acto ragstimi. Susiiity formy identifikacijai atliekama elektroforeze 6 %

NaDS - PAGE.

2.2.10 AO imobilizacija

2.2.10.1 AO imobilizavimas ant poliuretaninio neSiklio

Kugingje kolbute¢je 1 g drégno, ka tik pagaminto poliuretaninio neSiklio uzpilama 3,9 ml AO
buferiniame tirpale E (2.1.3.6 tirpalas). Imobilizacija vykdoma 30 min. maiSant mechanine
maiSykle 40°C temperatiiroje (vandens termostate). Po to dedama i Saldytuva ir laikoma per nakti.
Imobilizuotas fermentas (IP) filtruojamas stiklo filtru, praplaunamas buferiniu tirpalu C (2.1.3.4
tirpalas)ir laikomas Saldytuve (+4°C), uzpylus tuo paciu buferiu. Taip pat iSmatuojamas filtrato,
gauto po fermento imobilizacijos, tiiris, baltymo koncentracija (2.2.3 metodika) bei fermentinis

aktyvumas (2.2.4.2 metodika).

2.2.10.2 AO imobilizavimas ant modifikuoto chitozano

I 50 ml 1 % modifikuoto chitozano suspensijos ipilama 0,42 ml 25% glutaro aldehido
tirpalo. Reakcijos miSinys maiSomas 30 min. 50°C temperatiiroje. Gautos susilitos ir aktyvuotos
modifikuoto chitozano mikrosferos nufiltruojamos, plaunamos dideliu vandens kiekiu, po to
buferiniu tirpalu D (2.1.3.5 tirpalas).

Kugingje kolbutéje 1 g drégno, ka tik pagaminto aktyvuoto neSiklio uzpilama 8,0 ml AO
buferiniame tirpale D. Imobilizacija vykdoma 30 min. maiSant mechanine maiSykle 40°C

temperatiiroje (vandens termostate). Po to dedama i Saldytuva ir laikoma per nakti. Imobilizuotas
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fermentas (IP) filtruojamas stiklo filtru, praplaunamas buferiniu tirpalu C (2.1.3.4 tirpalas) ir
laikomas Saldytuve (+4°C), uZpylus tuo paciu buferiniu tirpalu. Taip pat iSmatuojamas filtrato,
gauto po fermento imobilizacijos, tiiris, baltymo koncentracija (2.2.3 metodika) bei fermentinis

aktyvumas (2.2.4.2 metodika).

2.2.11 Imobilizuotos AO aktyvumo nustatymas

Imama 3 ml 3 % metanolio tirpalo ir 20 — 50 mg drégno IP. Laikoma vandens termostate 15
min., 30°C temperatiiroje, reakcijos miSini maiSant mechanine maiSykle. Reakcija stabdoma,
idedant 0,210 ml 4 N HCI. Filtruojama ir pagal 2.2.4.1 metodika filtrate nustatomas susidargs
formaldehido kiekis. Kontrolei imamas inaktyvuotas riig§timi imobilizuotas fermentas. AO

aktyvumas viename grame drégno IP (U/g) apskai¢iuojamas naudojantis formule:

c.'V
Aktyvumas = —+—%;
t-m

kur: Vg — bendras reakcijos turis, ml;
cr — susidariusio formaldehido koncentracija, pmol/ml;
t — reakcijos trukme, min.;

m — paimto reakcijai IP kiekis, g.

2.2.12 Imobilizuotos AO pH optimumo nustatymas

IP pH optimumas nustatomas naudojant 2.2.5 ir 2.2.11 metodikas.

2.2.13 Imobilizuotos AO pH stabilumo nustatymas

20 — 50 mg IP praplaunama 10 karty skiestu buferiniu tirpalu C (2.1.3.4 tirpalas), uZpilama
0,3 ml jvairiy pH reikSmiy universaliojo buferinio tirpalo (5+11) (2.1.3.7 tirpalas) ir miSinys
palaikomas 30 min., toliau IP aktyvumas nustatomas pagal 2.2.11 metodika, kai ST — buferiniame

tirpale G (2.1.3.9 tirpalas).
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2.2.14 Imobilizuotos AO temperatiirinio optimumo nustatymas

IP temperatiirinis optimumas nustatomas naudojant 2.2.7 ir 2.2.11 metodikas.

2.2.15 Imobilizuotos AO temperatiirinio stabilumo nustatymas

Ant 20 — 50 mg IP yra uzpilama 0,3 ml buferinio tirpalo C (2.1.3.4 tirpalas) ir miSinys

laikomas 30 min. jvairiose temperattirose (30 +70°C). Toliau IP aktyvumas nustatomas pagal 2.2.11

metodika.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Mieliy Pichia pastoris auginimas

IS viso yra atlikta 10 mieliy Pichia pastoris auginimy, panaudojant vienoda metodika
(2.2.1 metodika). Pirmiausia muziejin¢ mieliy kultiira uzséjama ant agarizuotos YEPD terpés Petri
leksteléje ir auginama termostate 30°C temperatiiroje 72 val. Si stadija vadinama atgaivinimu. Po
72 val. sterilia bakteriologine lazdele mieliy lastelés nuo YEPD terpés perkeliamos 1 3 kolbas su
minimalia buferinta glicerolio terpe, auginama purtykléje 24 val. 30°C temperatiroje. Po paros
lastelés centrifuguojamos ir perkeliamos 1 minimalia buferinta metanolio terpg, turincia 0,5 %
metanolio. Metanolio pridedama papildomai kas 12 val. po 0,5 %. Auginama purtykléje 48 val.
30°C temperatiiroje. UZaugintos mielés centrifuguojamos, praplaunamos steriliu vandeniu ir dar
karta centrifuguojamos. Biomasé uzsaldoma -20°C temperatiroje. Gaunamas mieliy Pichia pastoris
biomasés kiekis 18 + 2 g. Visas biomasés auginimo procesas uZima 6 dienas.

Panaudotoji metodika yra modifikuota metodika iS literatiros [7]. Modifikuotoje
metodikoje mieliy lastelés nuo Petri Iéksteliy yra i$ karto perkeliamos i gliceroling terpg, o tuo tarpu
metodikoje [30] mieliy lasteles perkeliamos i gliceroling terpg per tarpines stadijas (kieta agaroziné
palaikymo terpé, 2-4 meégintuveliai su gliceroline terpe). Modifikuojant atsisakyta Siy tarpiniy
stadijuy ir reikiamas metanolio kiekis dedamas ne visas i§ karto { auginimo terpg, o po 0,5 % kas 12
valandy. Tod¢l biomasés auginimo trukmé sumazéja nuo 10 dieny iki 6.

Mieliu Pichia pastoris biomasé uzsaldyta -20°C temperattiroje gali biti laikoma ilga laika

beveik nesikeiciant alkoholoksidazés aktyvumui.
3.2 Alkoholoksidazés gryninimas

AO 18 mieliy Pichia pastoris iSgryninti buvo pasirinkta tokia grynimo schema:
e biomases suardymas, pirminio ekstakto gavimas,
e paSaliniy baltymy nusodinimas amonio sulfatu,

e jonuy mainy chromatografija, naudojant sorbenta DEAE-Sefarozeg.

Alkoholoksidaz¢ yra lastelinis fermentas, randamas mieliy lasteliy viduje, todeél lasteles
reikia suardyti. Tam buvo naudotas mechaninis ardymo biidas — intensyvus biomasés purtymas

(2.2.2.1.1 metodika) ar maiSymas (2.2.2.1.2 metodika), prid¢jus stiklo rutuliuky (skersmuo 450-500
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pm), 10 — 30 min. Nucentrifugavus suardyta biomasg, gaunamas centrifugatas — nevalytas fermento

tirpalas, kuriame kartu su fermentu yra ir kiti lasteliy komponentai (baltymai, angliavandeniai,

neorganinés druskos ir kt.).

Toliau fermentas apvalomas nusodinant paSalinius baltymus amonio sulfatu (2.2.2.2
metodika), beriant kieto amonio sulfato i suardytos masés centrifugata iki 40 % tirpalo soties.
Centrifuguojama, gautas tirpalas dializuojamas prie§ buferini tirpala B (2.1.3.3 tirpalas).

Ir galutiné grynimo stadija — jony mainy chromatografija, naudojant 20 ml kolon¢lg, kuri
uzpildyta DEAE-Sefaroze (2.2.2.3 metodika). Sudaryta kolonélé, pusiausvyrinta buferiniu tirpalu B.

Sorbuoti baltymai desorbuojami linijiniu NaCl koncentracijos gradientu nuo 0 M iki 0,5 M (5 pav.).

AO monomerai

nu

-"-_
T —
-
-

S pav. AO jonuy mainy chromatografija. NaDS elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje

vaizdas:
1 — molekuliniy masiy standartai, 2 — baltymo tirpalas, inestas i kolonelg, 3 — nesisorbave

kolong¢leje baltymai, 4 — 10 desorbcija NaCl gradientu

Baltymas desorbuojamas nuo sorbento, esant 0,25 M NaCl koncentracijai. Frakcijos su
tiksliniu baltymu yra sujungiamos ir jis iSpilstomas ir laikomas -20°C tolesniems darbams.

IS elektroforezés rezultaty matoma, kad baltymas yra pakankamai grynas. Taigi sukurta AO
gryninimo schema yra gera.

Vieno i§ gryninimo bandymuy rezultatai pateikti 16 lentel¢je ir 6 pav.

12 3 4 5 6

1 — po mieliy lasteliy suardymo stadijos

- e e e 2— po pasaliniy baltymy iSsodinimo amonio

- sulfatu stadijos

3 -5 — po jonu mainy chromatografijos stadijos

6 — molekuliniy masiy standartai

6 pav. Baltymo AO grynimo stadiju 12% NaDS elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje
vaizdas
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16 lentelé. AO grynimo rezultatai

Baltymuy Bendras Specifinis
Grynimo | Tdris, Baltymo | Aktyvumas, Aktyvumo
konc., aktyvumas, | aktyvumas,
stadija mL kiekis, mg U/mL iSeiga, %
mg/mL U U/mg
Pirminis
30 3,98 119,4 64,8 1944 16,3 100
ekstraktas
Nusodinimas
(NH4)2SO4 35 1,49 52,15 24,6 861,7 16,5 443
ir dialize
DEAE-
9 0,78 7,02 14,7 131,9 18,8 6,8
Sefaroze

Nelauktas gryninimo rezultatas — nedidelis specifinis aktyvumas, nors pagal elektroforezes

duomenis AO iSvaloma nuo daugelio pasaliniy baltymuy. Tikriausiai dalis AO valant inaktyvuojasi.

3.3 AO imobilizacija

Imobilizuoti fermentai gali biti efektyviau panaudoti organin¢je sintezéje, negu natyvis

fermentai. AO buvo imobilizuota ant poliuretaninio ir modifikuoto chitozano (MCHZ) neSikliy.

Poliuretaninis neSiklis naudojamas tuoj pat po pagaminimo. Jo pavirSiuje yra aktyviu

izocian grupiy, kurios reaguoja su baltymo amino grupémis ir kovalentiSkai suriSa baltyma su

neSikliu (7 pav.).

AO imobilizacija ant poliuretaninio neSiklio vykdyta 40°C temperatiiroje 0,5 val., maiSant

mechaniniu maiSikliu (2.2.10.1 metodika). Po 0,5 val. maiSymo reakcijos miSinys buvo perkeliamas

1 Saldytuva (+4°C) ir paliekamas stovéti per nakti. Po to imobilizuotas preparatas filtruojamas, gerai

praplaunamas buferiniu tirpalu C (2.1.3.4 tirpalas) nuo nesuriSto fermento ir matuojamas fermento

aktyvumas tirpale ir ant nesiklio (2.2.4.2 ir 2.2.11 metodikos).

S—N=C=0 NH,-E §—NH-CO-NH-E

Poliuretanas Imobilizuotas fermentas

7 pav. AO imobilizacijos ant poliuretaninio neSiklio schema
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Modifikuotas chitozanas prie§ imobilizavima aktyvuojamas glutaro aldehidu (GA) (8 pav).
GA daznai naudojamas fermenty imobilizavimui, nes jo reakcija su baltymais vyksta greitai,
Svelniomis salygomis, kurios paprastai neturi jtakos baltymy konformacijai, o galutiniai produktai
pakankamai stabiliis. Po aktyvacijos, neSiklis kruops¢iai praplaunamas nuo GA pertekliaus ir
maiSomas su fermento tirpalu. Taip iSvengiama kontakto su laisvu GA, daZnai turiniu
inaktyvuojanti poveiki.

AO imobilizacija ant aktyvuoto MCHZ vykdytas 40°C temperatiroje 0,5 val., maiSant
mechaniniu maiSikliu (2.2.10.2 metodika). Po 0,5 val. maiSymo reakcijos miSinys buvo perkeliamas
1 Saldytuva (+4°C) ir paliekamas stovéti per nakti. Po to imobilizuotas preparatas filtruojamas, gerai
praplaunamas buferiniu tirpalu C (2.1.3.4 tirpalas) nuo nesuriSto fermento ir matuojamas fermento

aktyvumas tirpale ir ant nesiklio (2.2.4.2 ir 2.2.11 metodikos).

R R

#\?H »H\?Ho OHC(CHy)3CHO \y /?H \T;g;pj

Glutaro aldehidas
NHCOCH;

=N_

NHCOCH,
Modifikuotas chitozanas

Aktyvuotas nesiklis

OHDf(‘HD)OH

NH,-E
R

HKES,

HZOH

Ko

=N

NHCOCH3

HOSCHD)OH:

N

Imobilizuotas fermentas

8 pav. AO imobilizacijos ant modifikuoto chitozano schema

Buvo atlikti septyni imobilizavimo bandymai. Imobilizacijos rezultatai pateikti 17

lentel¢je.
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17 lentelé. AO imobilizacijos rezultatai

Imobilizacijai
Bendras AO L
paimto baltymo IP aktyv., Imobilizacijos
Nr. Nesiklis o ° aktyvumas U/ 1 °
kiekismg/ 1 g © . Ulg iSeiga, %
g nesiklio
nesiklio*
1. MCHZ 4,5 24,2 14,2 59
2. MCHZ 10,2 38,3 8,52 22
3. MCHZ 21,0 78,9 11,0 14
4. | poliuretaninis 3,54 20,09 0,63 2,7
5. | poliuretaninis 3,55 23,04 0,65 3,2
6. | poliuretaninis 7,1 40,2 1,6 3,9
7. | poliuretaninis 23,0 105,7 10 9,5
8. | poliuretaninis 8.5 49.4 20,2 41x*

" Po imobilizacijos filtrate neliecka nei baltymo, nei AO aktyvumo, i$skyrus
bandymus Nr. 2 ir 3 bei 8. Siuose bandymuose filtrate liko 1,14 ir 3,96 mg bei 3,03 baltymo
/ 1 g nesiklio, atitinkamai. AO aktyvumo nebuvo likg, iSskyrus 8 bandyme (1,11 U/ml).

© _ drégno nesiklio masé

** Imobilizacija atlikta 30 mM fosfatiniame buferyje, pH 7,5, kituose bandymuose —
tame paciame buferyje, bet pH 6,0 — 6,5.

Geriausiai fermentas imobilizavosi ant modifikuoto chitozano, pasiekta iSeiga siekia apie
59 %. Taciau tolimesni darbai buvo atlieckami su fermentu imobilizuotu ant poliuretaninio nSiklio,

nes su Siuo neSikliu patogiau dirbti ir jis yra kompaktiSkesnis.

3.4 AO savybés

Siekiant jvertinti pH ir temperatiiros itaka fermentui buvo gauti eksperimentiniai rezultatai
tieck imobilizuotai, tiek ir natyviai AO (9 + 12 pav.). Kaip substratas buvo panaudotas 3 %
metanolio tirpalas, o susidar¢gs formaldehidas buvo nustatytas spektrofotometriSkai (2.2.4.1

metodika). Buvo naudotas imobilizuota AO gauta ant poliuretaninio neSiklio (17 lentelé Nr. 7).

3.4.1 AO aktyvumo priklausomybé nuo pH

Vandenilio jony koncentracijos itakai IP ir natyviam fermentui nustatyti buvo panaudoti
skirtingo pH substrato tirpalai universaliajame buferiniame tirpale (2.1.3.7 tirpalas).

IP pH optimumo nustatymui (2.2.12 metodika) fermento reakcija su substrato tirpalu buvo
laikyta termostate 15 min. 30°C temperatiiroje, maiSant mechanine maisykle, reakcija stabdant 4 N

40



HCIl. TP aktyvumas nustatytas pagal 2.2.11 metodika, o natyviojo fermento — pagal 2.2.4.2
metodika.
Gauty duomeny palyginimui, rezultatai pervesti i santyking skalg, maksimale reikSme

(atskirai IP ir natyviam fermentui) pritmant uz 100%.

100

NP — natyvus fermentas
80
| IP — imobilizuotas fermentas

60

40

Santykinis aktyvumas, %

20

9 pav. AO aktyvumo priklausomybé nuo pH

IS pateikty duomeny galima spresti, kad tiek natyvus, tiek imobilizuotas fermentas yra
neaktyvis riigStin¢je bei Sarmingje terpése. AO turi aktyvuma gana pla¢iame pH intervale nuo pH
5,0 iki pH 10,0 (9 pav.).

Kartojant 9 pav. pvaizduota bandyma su skirtinguose mieliy Pichia pastoris auginimuose
gauta AQ, iSrySkéja dviejy ar net trijy maksimumy buvimas aktyvumo priklausomybéje nuo pH. Tai
leidZia spéti, kad AO yra dviejy ar trijy izofermenty miSinys. Siy izofermenty nepavyko atskirti
jony — mainy chromatografija, kai sorbentas DEAE-Sefaroze, ir NaDS elektroforeze. Bet atliekant
izoelektrini fokusavima, gautos trys artimos juostelés, tai patvirtina trijy AO izoformy buvima (Zifir.

3.4.6 skyrel}).
3.4.2 Alkoholoksidazés temperatiirinis optimumas
Alkoholoksidazés temperatiirinio optimumo nustatymui (2.2.7 ir 2.2.14 metodikos)
naudotas 3 % metanolio tirpalas buferiniame tirpale C (2.1.3.4 tirpalas). Nustatytas fermento

aktyvumas skirtingose temperatiirose (10 pav.). IP temperatiirinio optimumo nustatymui fermento

reakcija su substrato tirpalu buvo laikyta termostate 15 min. jvairiose temperatiirose, maiSant
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mechanine maisykle, reakcija stabdant 4 N HCI. IP aktyvumas nustatytas pagal 2.2.11 metodika, o

natyviojo fermento — pagal 2.2.4.2 metodika.

100
2 g0 NP — natyvus fermentas
3
© . oqe
£ IP — imobilizuotas fermentas
2 60
X
©
0
£
£ 40
C
©
wn
20

Temperatura, C

10 pav. AO aktyvumo priklausomybé nuo temperattiros

Nustatyta, kad temperatiirinis optimumas panasiis natyviam ir imobilizuotam fermentui ir
yra apie 40°C (10 pav.).

AO aktyvumas aukSCiau temperatiirinio optimumo krinta ne stipriai. Patikimai
iSmatuojamas aktyvumas dar lieka, esant 60°C temperatiirai. Gali biiti, kad AO izoformos turi

nevienoda temperatirinj stabiluma.

3.4.3 Alkoholoksidazés pH stabilumas

pH stabilumo nustatymui tiek natyviam fermentui (2.2.6 metodika), tiek IP (2.2.13
metodika) buvo naudojamas 3 % metanolio tirpalas buferiniame tirpale G (2.1.3.9 tirpalas).

AO pH stabilumas nustatomas pH privedant iki reikiamos reikSmeés (5+11). Laikoma
kambario temperatiiroje 30 min. ir matuojamas aktyvumas pagal 2.2.4.2 metodika.

Imobilizuoto fermento pH stabilumo nustatymui, pirmiausiai IP praplaunamas 10 karty
skiestu buferiniu tirpalu C (2.1.3.4 tirpalas) ir nufiltruojamas, ant 20-50 mg drégno IP uZpilama 0,3
ml jvairiy pH reikSmiu universaliojo buferinio tirpalai (5+11) (2.1.3.7 tirpalas) ir miSinys

palaikomas 30 min., toliau IP aktyvumas nustatomas pagal 2.2.11 metodika.
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100

NP — natyvus fermentas

(o)
o

IP — imobilizuotas fermentas
60

40

Santykinis aktyvumas, %

20

11 pav. AO pH stabilumas

Nustatyta, kad natyvi AO stabili pH intervale nuo 6,0 iki 9,5, o imobilizuota AO — 5,5 iki
10,0 (11 pav.).

3.4.4 Alkoholoksidazés temperatiirinis stabilumas

Temperatiirinio stabilumo nustatymui tiek natyviam fermentui (2.2.8 metodika), tiek IP
(2.2.15 metodika) buvo naudojamas 3 % metanolis buferiniame tirpale C (2.1.3.4 tirpalas).

Natyvios AO temperatiiriniam stabilumui nustatyti fermentinis aktyvumas matuojamas
iprastomis salygomis (2.2.4.2 metodika), tik prieS reakcija fermento tirpalas 30 min. Laikomas

termostate pasirinktoje temperattroje (23 +70°C).

I I I I
100‘ -

80

NP — natyvus fermentas

i IP — imobilizuotas fermentas

60
-O- NP

40 | o P

Santykinis aktyvumas, %

20 —

0 N T T T Y B B A B

30 40 50
Temperatura, C

12 pav. AO temperatiirinis stabilumas
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IP temperatiiriniam stabilumui imobilizuoto fermento aktyvumas nustatomas pagal 2.2.11
metodika, tik prie§ reakcija ant 20 — 50 mg IP yra uZpilama 0,3 ml buferinio tirpalo C ir miSinys
laikomas 30 min. jvairiose temperatiirose (30 +70°C).

AO temperatirinis stabilumas panaSis natyviam ir imobilizuotam fermentui.

Temperatiirinis stabilumas neaukstas, vir§ 40°C vyksta inaktyvacija (12 pav.).

3.4.5 Alkoholoksidazés stabilumas laikant

Buvo patikrinta AO aktyvumo kitimo priklausomybé nuo laikymo salyguy. AO buvo laikyta
uzSaldyta -70°C, -20°C temperatiirose ir 50 % glicerolyje, + 4°C temperatiiroje. Kas tam tikra laika
buvo tikrinamas fermentinis aktyvumas iprastu biidu (2.2.4.2 metodika). Maziausiai inaktyvavosi

AO, kuri buvo laikyta -70°C temperatiiroje (13 pav.).

S — RS -
s R
g 80 [k —
£ 53

Y %% —
> 3RX
> KRR
2 60 — 3RX —
~ SRR
3] 5%,

- B —
%) SRR
2 SRR
= 40 [ RS —
= R o
> Q:Q:Q: 0 U/ mg '20 C
= - B —
[ 3RX
3] 5%,
n 20 g

KRR
L RRXS —
3L
0 R |
0 3 6
Laikas, mén.

13 pav. AO tirpalo aktyvumo priklausomyb¢ nuo laikymo salygy ir trukmes:
]
B 70°C, -20°C, RS -50% glicerolis, + 4°C

Buvo patikrintas ir imobilizuotos AO aktyvumo kitimas laike +4°C temperattroje. Kas tam
tikra laika buvo tikrinamas IP aktyvumas iprastu biidu (2.2.11 metodika). Po 3 mén. IP aktyvumas
iSliko toks pats kaip buvo pradZioje (14 pav.).

44



| | |
100 = S

2 L

S 80

S L

>

2,

S 60

m L

R

E 40

2 L

3

1%} 20

O SIS 3 DN
0 1 2 3
Laikas, mén.

14 pav. IP aktyvumo priklausomybe¢ nuo laikymo trukmés +4°C temperatiiroje:

=
@ - AO imobilizuota ant MCHZ, - AO imobilizuota ant poliuretano

3.4.6 Alkoholoksidazés izoelektrinis fokusavimas

AO savybiy tyrimai leidzia spét, kad Sis fermentas yra keliy izofermenty miSinys. Tai buvo

tikrinta izoelektinio fokusavimo metodu (15 pav.). Sis tyrims buvo atliktas SicorBiotech mokslo

centre.
- S aE o i == BB — 5.20
BEE~-==
E 7 -y 5.85
6.55
— - 6.85
- 8.15
p r 8.45
- aa R 65 Starto linija
1 2 3 4 5 6 17 8 9 10 11

15 pav. AO izoelekrinio fokusavimo vaizdas: amfolinai pH 5-8, 1 — pI standartai 5,0-10,5,

2.-4 — uzZnesta 15 pg, 5.-7 — uznesta 5 ug, 8.-10 — uznesta 1 pg, 11 — pl standartai 5,0-10,5
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Izoelekrinio fokusavimo gelyje aiSkiai matomos trys juostos. Tai rodo, kad AO susideda i$
trijy gana artimas pl reikSmes turinciy izofermenty.

Buvo apskaiciuotos AO izoformy pl reikSmés pagal pl standartus. BréZiamas grafikas (16
pav.), kuriame atidéta juosty atstumo nuo starto linijos priklausomybé nuo pl. Pagal AO izoformy

atstumus randami ju pl, panaudojant kalibracinés tiesés lygti:

y =-22,83x + 198,38.

80

60 —

40 -

Atstumas, mm (y)

55 6.0 6,5 7,0 75 8,0 85 9,0
pl (x)

16 pav. Izoelektrinio fokusavimo kalibracinis grafikas

Gautos AO izoformy pl reikSmeés — 5,27, 5,18, 5,16. Sios reik§més neatitinka literatiiroje

nurodytai AO i8 Pichia pastoris pl reikSmei (6,3) [2].

3.5 AO oligomerinés struktiiros tyrimas

Pagal literatirinius duomenis AO yra oligomerinis fermentas, sudarytas i§ 8 vienody
subvienety [5,6,7]. Pabandéme tirti oligomering struktiira susiuvant subvienetus trifunkciniu

reagentu 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazinu (TAT), kurio formul¢ pateikiama 17 pav.
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COCH=CH,

L
NN

H,C=CHOC COCH=CH,

17 pav. 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazinas

Siame darbe naudotas TAT buvo susintetintas Biotechnologijos institute. Naudojant TAT

baltymo modifikavimui reaguoja lizino liekany amino grupés. Reakcijos schema pateikiama 18 pav.

COCH,CH,NHR
COCH=CH, ‘
,L R-NH, KNW
N( WN / N\/ N \
N N coch=ch H,C=CHOC COCH=CH,
H,C=CHOC =CH,
TAT

18 pav. Amino grupiy modifikavimas TAT

TAT gali susiiiti subvienetus ivairiai (19 pav.), susiiity formy identifikcijai atliekama 6%

NaDS elektroforezéje.

TAT
NH H,

e "\
NH,
NH,
TAT HN—
|
—_—
NH,

NH,

TAT FHz
O
Nl—\ /NH

N TAT

19 pav. Susiuvimo schema veikiant TAT
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Skirtingai nuo apraSyty tyrimy [6] AO atveju 6% NaDS — PAGE gelyje nematome susiiity
dimery ar trimery, nors monomeras laikui bégant maz¢ja (20 pav.). Toks rezultatas galéty buti, jei

susiuvimas vykty labai greitai, arba jei veikiant TAT baltymas susirySa | stambesnius agregatus.

1 2 3 4 5 6
kDa 1 ir 6 — molekuliniy
R masiy standartai,
; dimero 2 — AO boratiniame
- S 8 1) vieta
buferiniame tirpale,
66,2 3+5-A0suTAT,

laikyta 5, 15, 30 min.
4———/—/ MONGImeras
’ 45

20 pav. Baltymo AO susiiity formy identifikcijos 6 % NaDS elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje
vaizdas
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ISVADOS

Sukurta alkoholoksidazés i§ mieliu Pichia pastoris gryninimo schema, susidedanti i$
pasaliniy baltymy nusodinimo amonio sulfatu ir jony mainy chromatografijos. Pagal NaDS

elektroforez¢ gaunama beveik gryna alkoholoksidaze.

. Atlikta alkoholoksidazés imobilizacija ant poliuretano ir modifikuoto chitozano. Geriausios

imobilizacijos iSeigos gautos ant modifikuoto chitozano.
. Alkoholoksidaz¢ turi platy pH optimuma (pH 6,0 + 9,5). Temperatiirinis optimumas yra apie
40°C. AO stabili pH intervale nuo 6,0 iki 10,0 ir temperatiroje iki 40°C. ISvardintos

alkoholoksidazés savybés panaSios natyviam ir imobilizuotam fermentui.

. Izoelektriniu fokusavimo metodu parodyta, kad alkoholoksidazé susideda is$ triju izoformuy,

kuriy pI 5,16, 5,18, 5,27.
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